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Abstract ofEP 0333 560 Bl 



The present invention discloses a method of quantifying microorganisms in food products, 
hygiene products or biological fluids. The method of the present invention involves the steps of: a) 
marking the microorganisms with membrane permeable non- fluorescent or low-fluorescence 
substances, b) converting the substances into a fluorescent product, c) separating the microorganisms 
by filtration, d) counting the microorganisms using a flow cytometer. 
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Description 

La presente invention est relative a un procede 
de recherche quantitatif, dans un milieu a I'Etat 
liquide, semi-liquide, gElifie ou pateux, de micro- 
organismes, meme presents en quantite extreme- 
ment faible. 

Par quantite extremement faible, on entend au 
sens de la presente invention, un nombre de mi- 
cro-organismes qui peut etre egai a un. 

L'analyse qualitative et quantitative rapide de la 
presence de micro-organismes tels que bacteries, 
levures, moisissures et parasites dans des produits 
alimentaires, des produits d'hygiene ou des fluides, 
ainsi que la surveillance d'un processus de fermen- 
tation au cours de sa realisation, s'averent tres 
utiles et importants dans les differentes industries 
concernees. 

On utilise habituellement, comme technique de 
detection, la mise en culture d'un echantillon du 
produit a tester. Cette methode de detection a 
I'inconvenient d'§tre iongue a mettre en oeuvre, les 
micro-organismes eventuellement presents se de- 
veloppant dans un delai de 2 a 30 jours. De plus, 
la numeration de micro-organismes par cette me- 
thode n'est absolument pas precise et ne permet 
qu'une Evaluation approximative du nombre de mi- 
cro-organismes presents au depart ; ('identification 
des micro-organismes, par cette methode, reste 
partielle. 

On connait Egalement une autre technique de 
detection, par analyse d'images, mais celle-ci, telle 
que realisee jusqu'a present, est coQteuse et diffi- 
cile a mettre en oeuvre ; en effet, pour arriver a 
une numeration correcte ou une detection sensible 
de micro-organismes presents dans I'echantillon, il 
faut analyser tous les champs de Pechantillon, ce 
qui rend cette recherche tres Iongue. 

II est egalement connu de marquer des cellu- 
les, en particulier des micro-organismes au moyen 
de colorants chimiques ou biotogiques, notamment 
les colorants des acides nucleiques, qui marquent 
le plus souvent les cellules mortes et non les 
cellules vivantes ou les fluorochromes tels que les 
derives de la fiuoresceine et de la phycoerythrine, 
qui sont utilises depuis de nombreuses annEes, a 
travers leur couplage a des anticorps. 

L'utilisation d'anticorps polyspecifiques ou 
monospecifiques rendus fluorescents ont ete de- 
crits dans I'Art antErieur, notamment par la Deman- 
deresse dans FR-A-2 598 513 qui vise des anti- 
corps polyspecifiques anti-levures et antimoisissu- 
res. 

Toutefois, ces anticorps fluorescents rendent 
fluorescentes toutes les cellules, qu'elles soient 
vivantes ou mortes, ce qui reprEsente un inconve- 
nient important, soit pour determiner selectivement 
la presence d'un contaminant vivant dans un pro- 



duit alimentaire ou d'hygiene, soit pour determiner 
revolution ou la bonne marche d'un processus de 
fermentation. 

D'autres colorants ont egalement EtE dEcrits 
5 dans la litterature, en particulier le diacEtate de 
carboxyfluoresceine (CFDA) et le diacetate de fiuo- 
resceine (FDA), ce dernier etant utilise pour la 
detection des bacteries comme decrit dans un cer- 
tain nombre d'articles (T.H. CHR2ANOWSKI et al., 
w "Applicability of the fluorescein diacetate method 
of detecting active bacteria in fresh water", paru en 
1984 dans Microbial Ecology (10 : 179 - 185), B. 
Lundgren "Fluorescein diacetate as a stain of me- 
tabolically active bacteria in soil", paru dans Ol- 

75 KOS, 1981 (36 : 17 - 22), JARNAGIN et al. "The 
use of fluorescein diacetate and ethidium bromide 
as a stain for evaluating viability of mycobacteria" 
paru dans Stain Technol., 1980, (55, 4, 253 - 258), 
SCHNURER J. et al. "Fluorescein diactetate hydro- 

20 lysis as a measure of total microbial activity in soil 
and litter", paru dans Applied Environm. Microbiol., 
1982, (43, 6, 1256 - 1261), SONTAG qui dEcrivent 
ces colorants et leur mecanisme d'action. Toute- 
fois, il s'agit en general de mEthodes d'estimation, 

25 ou bien, iorsque la methode est quantitative, elle 
utilise en association un colorant chimique des 
acides nucleiques ; ce sont des mEthodes peu 
appropriees a l'analyse en serie. 

Les techniques de detection selon PArt ante- 

30 rieur ne permettent pas la detection selective de 
micro-organismes vivants, surtout presents en tres 
petite quantite. 

WO-A-8 605 206 decrit par exemple une me- 
thode devaluation de la concentration de microor- 

35 ganismes presents dans un echantillon par rapport 
a une population standard : impliquant Pinduction 
d'une fluorescence par clivage, a I'aide d'une en- 
zyme propre aux microorganismes, d'un colorant 
non fluorescent ajoute prealablement et la mesure 

40 de la fluorescence totale emise par Temsemble 
des microorganismes, cette methode ne permet 
pas de detecter des concentrations inferieures a 
10 2 cellules/ml. 

En consequence, ('invention s'est donnee pour 

45 but de pourvoir a un proced£ de recherche, de 
detection et de numeration de micro-organismes, 
tres rapide et facile a mettre en oeuvre, sensible, 
specifique et peu coQteux, permettant le comptage 
a I'unite pres desdits micro-organismes. 

so La presente invention a pour objet un procede 

de determination quantitative de microorganismes, 
presents normalement, ou Eventuellement contenus 
en tant que contaminants dans un milieu complexe 
a I'Etat liquide, semi-liquide, gElifie* ou pateux, no- 

55 tamment des produits alimentaires, des produits 
d'hygiene ou des fluides biologiques, lequel proce- 
de comprend des etapes d'obtention d'echantillon 
et d'addition d'un marqueur de viabilite positive 
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apte a marquer des microorganismes vivants, choi- 
si parmi les substances non fluorescentes ou peu 
fiuorescentes, qui penetrent dans le microorgani- 
sme, lesdites substances etant alors clivees ou 
modifiees de maniere a fournir un produit fluores- 
cent, ledit produit etant piege dans sa majeure 
partie ou totalement a I'interieur dudit micro-organi- 
sme, lequel precede est caracte>ise en ce qu'il 
comprend : 

A. pour le marquage specifique et selectif des 
microorganismes: 

a) la separation desdits microorganismes par 
filtration et/ou centrifugation d'une suspension 
d'echantillon, obtenue directement lorsque 
I'echantillon de depart est liquids, ou obtenue 
par la mise en contact de I'echantillon avec 
un tampon d'ajustement du pH du milieu a 
un pH alcalin, dans le cas ou I'echantillon de 
depart est semi-liquide ou pateux ; 

b) le marquage intracellular desdits mi- 
croorganismes par incubation avec au moins 
un marqueur de viabilite positive pendant 5 a 
10 min a 37'C, 

c) le traitement de I'echantillon obtenu en b) 
aux ultrasons, pendant 10 s, pour individuali- 
ser les microorganismes, et 

B. pour le denombrement desdits microorgani- 
smes rendus fluorescents : 

d) le passage de I'echantillon obtenu en c) 
dans un cytometre en flux, et 

e) le comptage a I'aide dudit cytometre en 
flux de chaque microorganisme marque* par 
la mesure de la/les fluorescences intracellu- 
laires emises par chacun desdits microorga- 
nismes. 

On entend par micro-organismes, au sens de 
la presente invention, notamment des bacteries, 
des levures, des moisissures et des parasites. 

On entend par marqueur de viabilite positive, 
une substance qui ne colore que les cellules vivan- 
tes et non les cellules mortes et dont Tintensite de 
coloration des cellules est proportionnelle a leur 
activite metabolique. 

Les colorants vitaux, au sens de la presente 
invention, sont des colorants des acides nucleiques 
et se combinent avec le materiel genetique des 
cellules aussi bien vivantes que mortes. 

On peut citer, a titre d'exemple non limitatif de 
colorants vitaux, le bromure d'ethydium, I'iodure du 
propydium, la mythramycine A, le DAPI, le colorant 
commercialise sous le nom Hoechst 33258, le co- 
lorant commercialise sous le nom Hoechst 33342. 

La cytometrie en flux, en soi connue est decri- 
te dans de nombreux documents en particulier 
dans EP-A-177 718. 

La combinaison de moyens selon I'invention, a 
I'avantage de permettre la realisation de dosages 
en serie, rapides a mettre en oeuvre, fiables ainsi 



que des comptages a Tunite pres. II ne s'agit pas 
d'une mSthode devaluation de concentration par 
rapport a une population standard, il n'est done pas 
necessaire de connaitre Tespece ou ie genre du 
s microorganisme avant i'analyse. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 
dudit procede, le tampon d'ajustement du pH est 
utilise en tant que milieu de solubilisation. 

Selon encore un autre mode de mise en oeu- 
w vre avantageux dudit procede, le traitement preala- 
bfe comprend en outre Taction d'enzymes appro- 
priees. 

Le traitement (avant et apres le marquage) 
permet I'individualisation des cellules, formant a 
75 I'origine des colonies, et augmente ainsi- la sensibi- 
lite de la detection. 

Le marqueur de viabilite positive est choisi 
parmi les substances non fluorescentes ou peu 
fluorescentes, qui penetrent dans le micro-organi- 
20 sme, lesdites substances etant alors clivees ou 
modifiees de maniere a fournir un produit fluores- 
cent, ledit produit Slant pi6ge dans sa majeure 
partie ou totalement a I'interieur dudit micro-organi- 
sme. 

25 Les marqueurs de viabilite, conformes a I'in- 

vention, sont choisis dans le groupe qui comprend 
le FDA, le 6-CFDA, le 5-CFDA, le dilaurate de 
fluoresceine, Tester de 5,6-CFDA N-hydroxy succi- 
nimide, le dipropionate de fluoresceine, la di-beta- 

30 D-galactoside fluoresceine, le phosphate de 3-0- 
methylfluoresceine, le pentaacetoxy ester de 2\7'- 
bis(carboxy6thyl)-5(6)-carboxyfluoresceine 
(BCECF/AM), le diacetate d'azidofluoresceine, 
Tacetate de 4-methylumbelIiferyl, le 4-methylum- 

35 belliferyl beta-D-galactoside, le 4-methylumbellife- 
ryl alpha-D-mannopyranoside, le nonanoate de 4- 
mdthyllumbelliferyl, le phosphate de 4-m6thylum- 
belliferyi, Talanine-7-amino-4-methylcdumarine, la 
glycine-7-amino-4-methyicoumarine, la proline-7- 

40 amino-4-methylcoumarine, la valine-7-amino-4-me- 
thylcoumarine, la glycyl-L-proline-7-amino-4-me- 
thylcoumarine, le 1 ,4-diacetoxy-2,3-dicyanoben2e- 
ne (ABD), Thydroethidine, Tacetate de resorufine. 
Selon un autre mode de mise en oeuvre avan- 

45 tageux dudit proc§de\ lesdits microorganismes sont 
en outre soumis a un marquage additionnel avec 
au moins une substance choisie dans le groupe 
constitue par d'autres marqueurs de viabilite positi- 
ve, des colorants vitaux, des anticorps rendus fluo- 

50 rescents et des sondes nucleiques rendues fluores- 
centes. 

Conformement a ce dernier mode de mise en 
oeuvre avantageux dudit procede, les anticorps 
sont choisis parmi les anticorps polyclonaux et/ou 
55 monoclonaux, mono ou polysp§cifiques, anti-Ievu- 
res et/ou anti-bacteries et/ou anti-moisissures et/ou 
anti-parasites et les anticorps polyclonaux et/ou 
monoclonaux mono ou polygeneriques anti-Ievures 
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et/ou anti-bacteries et/ou anti-moisissures et/ou 
anti-parasites. 

Conformement a I'invention, les anticorps mis 
en oeuvre sont rendus fiuorescents par un agent 
fluorochrome approprie. 

Les marqueurs de viabilite ont pour role de 
marquer selectivement les micro-organismes vi- 
vants. 

Les anticorps ont pour rote de marquer specifi- 
quement une espece ou un genre de micro-organi- 
sme, que celui-ci soit vivant ou mort 

Le procede de determination conforme a I'in- 
vention peut avantageusement §tre mis en oeuvre 
dans une installation comprenant un cytometre en 
flux a cellule de mesure comprenant une chambre 
de mesure en flux que traverse Pechantillon de 
produit ou de fluide a analyser et un dispositif 
d'enregistrement des signaux de fluorescence 6mis 
par lesdits micro-organismes, la cellule de mesure 
etant pourvue d'un dispositif de ringage de la 
chambre de mesure, lequel entre en action sous 
Peffet du retrait de Pechantillon du porte-echantillon 
ou sous Peffet d'une commande electronique exter- 
ne appropriee. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressor- 
tiront de la description qui va suivre, qui se refere 
a des exemples de mise en oeuvre du procede 
conforme a I'invention, avec reference aux figures 
1 a 12 sont des diagrammes. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que les 
exemples, les dessins et les parties descriptives 
correspondantes sont donnes uniquement a litre 
d' illustration de Pobjet de ['invention, dont ils ne 
constituent en aucune maniere une limitation. 

Exemple 1 : Recherche de levures contami- 
nant le yaourt. 

II est possible, selon la/les espece(s) de levure 
a rechercher, de choisir le marqueur de viabilite 
et/ou les anticorps anti-levures les plus appropries 
a ladite levure. 

Le yaourt est solubilise au moyen de reactifs 
appropries, tel que le tampon carbonate EDTA pH 
9,0. Le produit est centrifuge 5 minutes a 1 500 g. 
Le culot est repris dans du chlorure de sodium a 9 
g/l. Le diac£tate de fluoresceine, Sventuellement 
associe aux anticorps fiuorescents anti-levures ap- 
propries sont rajoutes. Une incubation de 5 a 10 
minutes a 37 'C permet aux reactions chimiques 
de se produire ; la suspension est soumise aux 
ultra-sons pendant 10 secondes. La suspension 
resultante est ensuite passee directement dans le 
compteur de particules pour une analyse continue 
en flux, sous un volume variant de 0,2 a 2 ml. II est 
possible de compter ou denombrer significative- 
ment a Punite pres. les micro-organismes rendus 
fiuorescents (figures 1 , 2 et 3). 



Les figures 1, 2 et 3 represented des histo- 
grammes de population de levures cultivees dans 
le yaourt. 

On a en abscisse le canal de fluorescence 
5 representant Pintensite de lumiere et en ordonnee 
le nombre de cellules par canal. 

Dans le cas de la figure 1 , il s'agit de levures 
du genre Saccharomyces ; dans le cas de la 
figure 2, il s'agit de levures du genre Rhodotorula 
w et dans le cas de la figure 3, il s'agit ,de Debaryo- 
myces hansenii. 

Exemple 2 : Recherche de levures contami- 
nant le yaourt a pulpe de fruits : 

Dans le cas ou Pechantillon est consitue de 
75 yaourts a pulpe de fruits, des enzymes sont ajou- 
t§es pour favoriser la solubilisation dudit echantil- 
lon. 

L'echantillon est traite comme dans Pexemple 
1, sauf que preaiablement a Paddition du colorant 
20 et/ou de Panticorps, de la pectinase est rajoutee 
pour favoriser la solubilisation ; la reaction enzyma- 
tique s'effectue en incubant a 37 a C et pendant 5 
minutes Pechantillon de yaourt en presence de 
Penzyme. 

25 Les figures 4 (yaourt nature) et 5 (yaourt aux 

fruits) montrent des resultats comparatifs entre le 
procede conforme a I'invention et la m^thode clas- 
sique de culture en boites de Petri. 

Ces figures comportent en abscisses les resul- 

30 tats obtenus par le procede conforme a P invention 
(log (coups/ml)) et en ordonndes les resultats obte- 
nus par la methode classique (log (levu res/ml)). On 
observe une tres bonne correlation entre les deux 
methodes. 

35 Exemple 3 : Recherche de bacteries dans la 

biere ou dans des milieux de culture servant a la 
fermentation d'organismes recombin§s (production 
de medicaments par exemple). 

Typiquement, 50 ml de suspension cellulaire 
40 sont centrifuges. Le culot est remis en suspension 
tel qu'indique* dans Pexemple 1. La suite du proce- 
de est similaire, les marqueurs de viabilite ou les 
anticorps etant toutefois adaptes au probleme spe- 
cifique. Cependant, le marqueur de viabilite ayant 
45 une fluorescence dans le vert, les anticorps sont 
marques au moyen d'un fluorochrome a emission 
dans le rouge, la phycoerythrine par exemple ; il 
est alors possible, dans ce cas, d'effectuer un 
comptage des micro-organismes doublement mar- 
so ques, ce qui permet d'identifier le micro-organisme 
et de determiner simultan^ment sa viabilite et sa 
vital ite. 

La figure 6 represente un histogram me de po- 
pulation de bact§ries du genre Lactobacillus d§- 
55 tecte* dans un echantillon de biere naturellement 
contamine\ En abscisse on a le canal de fluores- 
cence, et en ordonnee le nombre de particules par 
canal. Les particules les plus fluorescentes sont 
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cedes qui presenters un metabolisme tres actif. 

Exemple 4 : Recherche de bacteries et/ou de 
ievures dans des produits prepares (exemple pate 
de tomates, mayonnaise, sauce bearnaise, etc..) 

Apres une extraction aqueuse de ces produits, 
la suspension resultante est filtree grossierement a 
travers un filtre de 15 urn par exemple. Le produit 
filtre est centrifuge ainsi qu'indique* dans I'exemple 
1 ci-dessus. Le reste du processus est similaire, 
ayant toutefois la possibilite d'utiliser en melange 
deux marqueurs de viabilite ayant une fluorescence 
dans le vert et deux anticorps monoclonaux ayant 
une fluorescence dans le rouge a des longueurs 
d'onde differentes, par exemple. L'appareil com- 
prendra alors une mesure des 3 parametres, per- 
mettant de distinguer et de compter ou denombrer 
de fagon precise a I'unite pres, simultanement les 
Ievures vivantes d'une espece donnde, les Ievures 
mortes de meme espece, les bacteries vivantes 
d'une espece donnee, les bacteries mortes de 
meme espece, le total des Ievures vivantes d'au- 
tres especes et Je total des bacteries vivantes 
d'autres especes. 

La figure 7 represente un histogramme d'une 
population de Candida parapsilosis contaminant 
une sauce bearnaise. En abscisse, on a le canal de 
fluorescence, et en ordonn^e le nombre de micro- 
organ ism es par canal. 

Exemple 5 : Recherche de bacteries totales 
dans le lait cru. 

Le lait cru est traite pour detruire les micelles 
de caseine et est ensuite centrifuge ; le culot est 
repris dans un tampon tel que decrit dans I'exem- 
ple 1, en ajoutant en plus quelques gouttes d'un 
detergent approprie tel que Tween® 20. La suite 
du processus est similaire. Toutefois, les cellules 
somatiques du lait peuvent se colorer. On procede 
alors a une mesure et un comptage simultanes de 
la fluorescence et de la taille des particules par 
impedancemetrie, ce qui permet de differencier les 
bacteries (moins de 1 mm en taille) des cellules 
somatiques (environ 10 urn ou plus en taille). 

Exemple 6 : Recherche de bacteries pathoge- 
nes dans les liquides biologiques humains, tel le 
liquide cephalo-rachidien ou I'urine. 

La detection pr§coce d'une m^ningite a menin- 
gocoques peut etre realisee directement a parti r du 
fluide cerebro-spinal par centrifugation, et colora- 
tion du culot par anticorps monoclonaux specifi- 
ques disponibles commercialement La culture du 
micro-organisme specifique n'est plus necessaire, 
la sensibilite de I'appareil etant suffisante. Le mar- 
queur de viabilite positive est utilise simultanement 
pour s'assurer de I'Stat metabolique des cellules. 
Similairement, les bacteries (bacteriemie) ou les 
parasites peuvent etre recherches dans les urines, 
par exemple. 



La figure 8 illustre la detection et la numeration 
d'enterocoques dans un echantillon d'urine. 

Exemple 7 : Numeration rapide de . Ievures 
dans un brassin : 
5 La suspension de Ievures constituant le brassin 

est diluee dans du NaCI a 9 g/l de maniere a 
obtenir une densite de cellules comprise entre 5 
000 et 50 000/ml. Une solution du marqueur de 
viabilite adSquat est ajoutee a une concentration de 
w 1 %. Une incubation de 5 mn a 45 °C colore les 
Ievures, que Ton peut ensuite compter ou denom- 
brer de facon precise a I'unite pres, au moyen de 
('installation conforme a I'invention, en moins d'une 
minute. 

15 Exemple 8 : Numeration rapide de Ievures 

dans un levain : 

On procede comme dans I'exemple 7. 
Exemple 9 : Test de germination de spores de 
moisissures et numeration rapide des spores ayant 

20 germe : 

Les moisissures utiles sont generalement four- 
nies lyophilisees aux industries fromageres. Leur 
germination et le delai d'obtention de celle-ci peu- 
vent etre determines en les placant dans un tam- 

25 pon de germination favorable au gonflement de 
leur paroi, notamment solution saline tamponnee 
au phosphate et additionnee d'une substance ener- 
getique telle que glucose, saccharose, fructose, 
etc... ou, eventuellement, milieu alimentaire. 

30 Apres 4a 6 heures d 'incubation, le gonflement 

de la paroi des spores rend celles-ci permeables 
aux marqueurs de viabilite, utilise de la meme 
maniere que dans I'exemple 7. 

L'analyse de I'echantiilon dans Installation 

as conforme a I'invention, permet, apres dilution ade- 
quate, dans un d6lai de I'ordre d'une minute, de 
determiner le pourcentage de spores germges et 
leur nombre total. 

Exemple 10 : Suivi d'une mise en culture 

ao d'une population de Ievures, et de la fermentation 
qui en resulte. 

Une population de Ievures est inoculee dans un 
mout de biere a une concentration de 10 6 cellu- 
les/ml. Une solution de marqueur de viabilite, mar- 

45 quant specifiquement les Ievures est ajoutee a une 
concentration de 1 %. Une incubation de 5 min a 
45 °C colore les Ievures que Ton peut ensuite 
compter, a I'aide d'un cytometre en flux approprie. 
Dans ce cas, on peut determiner d'une part, que le 

so nombre de cellules vivantes diminue, et que d'au- 
tre part I'activite metabolique moyenne de la popu- 
lation augmente (intensite moyenne de fluorescen- 
ce sur les histogrammes) : I'activite globale de la 
population augmente (fermentation reussie) m§me 

55 si le nombre de cellules n'augmente pas (chiffre 
donne par les methodes classiques) (figure 9). 

La figure 9 montre Involution de la viabilite et 
de la vitalite d'une population de Ievures (Saccho- 
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romyces cerevisiae) dans un moQt de biere a 
1 0 • -1 2 * C au cours du temps. 

La figure 9a est une courbe devolution du 
nombre de cellules au cours du temps. Un pr£leve- 
ment et un comptage sont realise au temps 0 s 
(figure 9b), au bout de 20 h (figure 9c), au bout de 
60 h (figure 9d) et au bout de 160 h (figure 9e). On 
voit que le nombre de cellules diminue au cours du 
temps, alors que les histogrammes sont deplac§s 
vers la droite, ce qui montre un accroissement de w 
la vitalite des cellules presentes. 

Exemple 11 : Suivi de I'effet d'un traitement 
thermique sur une population de levures en crois- 
sance dans un moQt de biere, 

Une population de levures est soumise a un 75 
choc thermique a 60 *C pendant 5 minutes (figure 
10). Cette figure 10 comporte, en abscisse differen- 
tes souches de Saccharomyces cerevisiae (A, B, 
C, D) f I et II representant deux moQts de biere 
differents, et en ordonnee, la concentration cellulai- 20 
re/ml. 

Les populations sont analysees avant et apres 
le traitement : proc£de" conforme a I* invention : 
avant traitement : colonne 1 ; apres traitement : 
colonne 2 (reponse en 15 minutes) ; la methode au 25 
bleu de methylene : avant traitement : colonne 3 ; 
apres traitement : colonne 4 (reponse en environ 
30 minutes) et methode de culture sur boltes de 
Petri : colonne 5 (reponse en 3 jours). On constate 
que la correspondance procede selon I'invention- 30 
bleu de methylene est satisfaisante avant traite- 
ment thermique mais pas apres ce traitement, la 
reference utilises etant la methode de culture sur 
boltes. Le resultat est obtenu dans un delai consi- 
derablement reduit. 35 

Exemple 12 : Recherches de levures et de 
bacteries dans le jus d'orange. 

Les marqueurs de viabilite specifiques respec- 
tivement des bacteries et des levures sont ajoutes 
simultanement au culot de centrifugation de 10 ml 40 
de jus d'orange pulpeux. 

Apres une incubation de 10 minutes a 40 °C, 
I'echantillon est passe dans le cytometre conforme 
a I'invention. La figure 11 illustre le resultat d'une 
analyse dans laquelle le pic de gauche represente 45 
la population de bacteries et le pic de droite la 
population de levures. L'appareil permet de deter- 
miner les nombres totaux de cellules dans chaque 
pic (figure 11). 

Exemple 13 : Recherche d'une contamination so 
bacteVienne dans un produit cosmetique. 

L'on procede a un traitement et une coloration 
similaires a ce qui est decrit precedemment. La 
figure 12 illustre le resultat obtenu avec un produit 
contamine\ alors que lorsque le produit n'est pas 55 
contamine, on obtient aucun signal de fluorescen- 
ce, done un resultat negatif. 



Revendlcatlons 

1. Procede de determination quantitative de mi- 
croorganismes, presents normalement, ou 
eventuellement contenus en tant que contami- 
nants dans un milieu complexe a I'etat liquide, 
semi-liquide, gelifie ou pateux, notamment des 
produits alimentaires, des produits d'hygiene 
ou des fluides bioiogiques, lequel procede 
comprend des etapes d'obtention d'echantillon 
et d'addition d'un marqueur de viabilite positi- 
ve apte a marquer des microorganismes vi- 
vants, choisi parmi les substances non fluores- 
centes ou peu fluorescentes, qui penetrent 
dans le microorganisme, lesdites substances 
6tant alors clivees ou modifiees de maniere a 
foumir un produit fluorescent, ledit produit 
6tant piege dans sa majeure partie ou totale- 
ment a I'interieur dudit microorganisme, le- 
quel procede est caracterise en ce qu'il com- 
prend : 

A. pour le marquage specifique et selectif 
des microorganismes: 

a) la separation desdits microorganismes 
par filtration et/ou centrifugation d'une 
suspension d'echantillon, obtenue direc- 
tement, lorsque PSchantillon de depart 
est liquide, ou obtenue par la mise en 
contact de I'echantillon avec un tampon 
d'ajustement du pH du milieu a un pH 
alcalin, dans le cas ou I'echantillon de 
depart est semi-liquide ou pateux ; 

b) le marquage intracellular desdits mi- 
croorganismes par incubation avec au 
moins un marqueur de viabilite positive 
pendant 5 a 10 min a 37 °C, 

c) le traitement de I'echantillon obtenu en 

b) aux ultrasons, pendant 10 s, pour indi- 
vidualiser les microorganismes, et 

B. pour le denombrement desdits microor- 
ganismes rendus fluorescents : 

d) le passage de I'echantillon obtenu en 

c) dans un cytometre en flux, et 

e) le comptage a Paide dudit cytometre 
en flux de chaque microorganisme mar- 
que par la mesure de la/les fluorescen- 
ces intracellulars emises par chacun 
desdits microorganismes. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le tampon d'ajustement du pH est 
utilise en tant que milieu de solubilisation. 

a Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le traitement pr^alable comprend en 
outre Taction d'enzymes appropriees. 
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4. Procede selon ta revendication 1, caracterise 
en ce que lesdits microorganismes sont en 
outre soumis a un marquage additionnel avec 
au moins une substance choisie dans le grou- 

pe constitue par d'autres marqueurs de viabili- 5 
te positive, des colorants vitaux, des anticorps 
rendus fluorescents et des sondes nucleiques 
rendues fiuorescentes. 

5. Procede selon ta revendication 4, caracterise w 
en ce que les anticorps sont choisis parmi les 
anticorps polyclonaux et/ou monoclonaux, 
mono ou polyspecifiques, anti-Ievures et/ou 
anti-bacte>ies et/ou anti-moisissures et/ou anti- 
parasites et les anticorps polyclonaux et/ou 75 
monoclonaux mono ou polygeneriques anti-Ie- 
vures et/ou anti-bacteries et/ou anti-moisissu- 
res et/ou anti-parasites. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise 20 
en ce que les anticorps mis en oeuvre sont 
rendus fluorescents par un agent fluorochrome 
approprie\ 

Claims 25 

1. Process for quantifying microorganisms which 
are normally present or may be contained as 
contaminants in a complex medium in the liq- 
uid, semi-liquid, gelled or pasty state, in par- 30 
ticular food products, hygiene products or bio- 
logical fluids, this process comprising steps of 
obtaining a sample and of adding a positive 
viability marker capable of marking living mi- 
croorganisms and chosen from the non-flu- 35 
orescent or low-fluorescence substances, 
which penetrate into the microorganism, the 
said substances then being cleaved or modi- 
fied so as to provide a fluorescent product, the 
said product being trapped for the most part or 40 
in total within the said microorganism, the said 
process being characterized in that it com- 
prises: 

A. for the specific and selective marking of 

the microorganisms: 45 

a) separating the said microorganisms by 
filtration and/or centrifuging of a sample 
suspension, obtained directly when the 
starting sample is liquid, or obtained by 
bringing the sample into contact with a 50 
buffer for adjusting the pH of the medium 

to an alkaline pH, where the. starting 
sample is semi-liquid or pasty; 

b) intracellular marking of the said mi- 
croorganisms by incubating with at least 55 
one positive viability marker for 5 to 10 
minutes at 37* C, 



c) treating the sample obtained in b) with 
ultrasound for 10 s to distinguish the 
microorganisms, and 

B. for counting the said microorganisms 
which have been made fluorescent: 

d) passing the sample obtained in c) 
through a flow cytometer, and 

e) counting, with the aid of the said flow 
cytometer, each marked microorganism 
by measuring the intracellular 
fluorescence(s) emitted by each of the 
said microorganisms. 

2. Process according to Claim 1 , characterized in 
that the pH-adjusting buffer is used as a 
solubilizing medium. 

3. Process according to Claim 1 , characterized in 
that the previous treatment moreover com- 
prises the action of appropriate enzymes. 

4. Process according to Claim 1, characterized in 
that the said microorganisms moreover under- 
go additional marking with at least one sub- 
stance selected from the group comprising 
other positive viability markers, vital stains, 
antibodies which have been made fluorescent 
and nucleus probes which have been made 
fluorescent. 

5. Process according to Claim 4, characterized in 
that the antibodies are selected from poly- 
clonal and/or monoclonal, mono- or poly- 
specific, anti-yeast and/or anti-bacterial and/or 
anti-fungal and/or anti-parasitic antibodies, and 
polyclonal and/or monoclonal mono- or poly- 
generic anti-yeast and/or anti-bacterial and/or 
anti-fungal and/or anti-parasitic antibodies. 

6. Process according to Claim 5, characterized in 
that the antibodies used are made fluorescent 
by an appropriate fluorochrome. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 
Mikroorganismen, die normalerweise vorhan- 
den sind oder gegebenenfalls als Verunreini- 
gungen in einem komplexen Medium in flussi- 
gem, halbflussigem, geliertem oder pastosen 
Zustand, insbesondere in Lebensmittelproduk- 
ten, Hygieneprodukten oder biologischen Flus- 
sigkeiten, vorhanden sind, wobei das Verfahren 
die Stufen Gewinnung der Probe und Zugabe 
eines positiven Lebensfahigkeitsmarkers mit 
der Eignung, lebende Mikroorganismen zu 
markieren, ausgewahlt aus nicht-fluoreszieren- 
den oder wenig fluoreszierenden Substanzen, 
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die in den Mikroorganismus eindringen, wobei 
die Substanzen dann so gespalten oder modifi- 
ziert werden, daB sie ein fluoreszierendes Pro- 
dukt ergeben, welches dann in seinem Haupt- 
teil oder vollstandig im Inneren des Mikroorga- s 
nismus eingeschlossen wird, unfaSt, dadurch 
gekennzeichnet, daB man 

A. zur spezifischen und selektiven Markie- 
rung der Mikroorganismen 

a) die Mikroorganismen durch Filtration 10 
und/oder Zentrifugation einer im Falle ei- 

ner flussigen Ausgangsprobe direkt er- 
haltenen oder im Falle einer halbflussi- 
gen oder pastosen Ausgangsprobe durch 
Inkontaktbringen der Probe mit einem 75 
Puffer zur Einstellung des pH-Werts des 
Mediums auf einen alkalischen pH-Wert 
erhaltenen Probensuspension abtrennt; 

b) intrazellular die Mikroorganismen 
durch funf- bis zehnminutige Inkubation 20 
mit mindestens einem positiven Lebens- 
fahigkeitsmarker bei 37 • C markiert; 

c) die in b) erhaltene Probe mit Ultra- 
schail zehn Sekunden lang behandeit, 

urn die Mikroorganismen zu vereinzeln; 25 
und 

B. zur Zahlung der fluoreszierend gemach- 
ten Mikroorganismen 

d) die in c) erhaltene Probe durch ein 
Durchfluflzytometer leitet; und 30 

e) mit Hilfe des DurchfluBzytometers je- 
den markierten Mikroorganismus zahlt, 
indem man die intrazelluiare(n) 
Fluoreszenz(en), die von jedem der Mi- 
kroorganismen emittiert wird bzw. wer- 35 
den, miBt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Puffer zur Einstellung des 
pH-Werts als Medium zur Solubilisation ver- 40 
wendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die Vorbehandlung weiterhin die 
Wirkung geeigneter Enzyme umfafit. 45 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mikroorganismen weiterhin 
zusatzlich mit mindestens einer Substanz aus- 
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus ande- so 
ren positiven Lebensfahigkeitsmarkern, Vital- 
farbstoffen, fluoreszierend gemachten Antikor- 
pern und fluoreszierend gemachten Nuclein- 
sauresonden markiert werden, 

55 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Antikorper aus polyclonalen 
und/oder monoclonalen, mono- oder polyspezi- 



tischen, Anti-Hefen- und/oder Anti-Bakterien- 
und/oder Anti-Schimmelpilze- und/oder Anti- 
Parasiten-Antikorpern und polyclonalen 
und/oder monoclonalen mono- oder poiygene- 
rischen Anti-Hefen- und/oder Anti-Bakterien- 
und/oder Anti-Schimmelpilze- und/oder Anti- 
Parasiten-Antikorpern ausgewahlt sind. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die verwendeten Antikorper 
durch einen geeigneten Fluorochrom fluores- 
zierend gemacht werden. 
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